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دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی قزوین
دانشکده بهداشت
منظور تعیین سریع بار میکروبی شیرهای به  RCP emiT- laeR naM qaTکیتطراحی 
پاستوریزه
بیگیدکتر پیمان قجر 





تغذيه اي شیر ارزش 
ب ا  را رين ترکیمیان غذاهايی که روزانه به مصرف می رسد، شیر مناسب ترين و متعادل ت در 
.می نامنددارد و به همین جهت شیر را غذاي کامل 
اسید آمین ه 02ين هاي حیوانی محسوب می شود تاکنون تﺌاز مهمترين منابع پرويکی شیر 
پروتﺌین موجود در شیر و ف رآورده ه اي . نوع آن در شیر است81در بدن شناخته شده که 
برخ وردار ز ارزش بیولوژيکی ب ایيی اتر و آن در مقايسه با ساير منابع حیوانی و گیاهی ارزان
. است
و انواعی از مواد مع دنی اس ت ، BوAحاوي انواعی از ويتامین هاي با ارزش همچنین شیر 





یر مصرف سرانه شبررسی هاي سازمان ملل نشان می دهد که متوسط طول عمر در کشورهايی که
.بایتري دارند بیشتر می باشد






جاريسالدررقماينمی شودپیش بینیوکردواردلبنیمحصوی وشیرتن
.يابدافزايشتنهزار426به
.شودمیکشورصنعتیسیستمواردتنمیلیون5تولیديشیرمیزانايناز•


























ه ا س م یمیکروبیولوژي مواد غذايی بر ارزيابی حضور، نوع و تعداد میکروارگاناساس 
ش مارش چه ار روش مت داول ب راي . ها اس توار اس ت حاصل از آنهاي متابولیتو
:کل عبارتند از هاي میکروارگانیسم
)CPS(اي استاندارد روش شمارش صفجه
)NPM(هاي زنده روش تعیین احتمال سلول
)RD(ها روش احیاء رنگ
)CMD(روش شمارش مستقیم میکروسکوپی 





















نوکلﺌاز مقاوم به حرار  
LALروش : )ETASYL ETYCOBEOMA SULUMIL( LALآزمون روش 
بل و بعد از فرم، قاين روش براي ارزيابی سريع کیفیت بهداشتی شیر از نظر میزان کلیهمینطور 

















PCR –A QUICK OVERVIEW
• DENATURATION - SEPARATE 
PARENT STRANDS IN 
PREPARATION NEW STRAND 
SYNTHESIS
• ANNEALING - “STICK” 
PRIMERS TO THE PARENT 
STRANDS TO PRIME DNA 
SYNTHESIS
• EXTENSION - ADDITION OF 
NUCLEOTIDES, ONE AT A 
TIME, TO THE GROWING END 
OF THE DNA STRAND (3’ 
END) USING THE PARENT 
STRAND AS THE TEMPLATE





















وريزه به منظور تعیین سريع بار میکروبی شیرهاي پاستemiT laeR naM qaTطراحی کیت •
اهداف فرعی
نترلت به عنوان کتعیین میزان بار میکروبی شیر هاي پاستوريزه با استفاده از  محیط کش•
 emiT laeR naM qaTتکیتعیین میزان بار میکروبی شیر هاي پاستوريزه با استفاده از •
ر  کشت در تعیین با دقت میزان با رمیکروبی شیو  emiT laeR naM qaTدو روش مقايسه •
پاستوريزه 
فرضیه
روبی لودگی میکآدر مقايسه با روش کشت سريعتر می تواند بار emiT laeR naM qaTروش •
. تعیین نمايدرا در هر نمونه شیر پاستوريزه  

تهیه نمونه•
برند رايج مورد استفاده در شهر تبريز 9چربی از % 5/1نمونه شیر پاستوريزه 001مطالعه اين در •
ش یر از سوپر مارکت ه اي فع ال در عرص ه توزي ع ) دوي پک(در بسته بندي دو یيه پلاستیکی 
اش ت م واد نمونه ها در آزمايش گاه بهد بلافاصله . پاستوريزه در سطح شهر تبريز نمونه گیري شد
لوله فالکون تح ت نمونه در 72از ) میلی لیتر 05(غذايی مورد کشت میکروبی قرار گرفته سپس 


















آماده سازی نمونه برای استخراج
نقط هش ش روع  بس یاري  از روش هاي  بیول وژي  •
با کیفیت  ANDجداسازيمولکولی  ضرور  
.عالی است
ه اي ش یر در س انتريفوژ  تح ت ابتدا نمونه •
دقیق ه ق رار 54دور ب ه م د  0051نیروي 
س پس م ايع روي ی را دور انداجت ه و . داديم
مرتبه شستشو3SBPباقیمانده را با محلول 
از ه ر مرحل ه داديم، بدين صور  ک ه پ س 
نی روي تح ت نمون ه SBPمحل ول اف زودن 
ا س پس م ايع روي ی ر . دادي م سانتريفوژ قرار 
عم ل مرتب ه تک رار 3و بع د از دور انداجت ه 
اج جهت استخربه دست آمده شستشو رسوب 
.گرفتمورد استفاده قرار AND
 ANDمراحل استخراج
میکرولیتر بافر تخریب به هر تیوپ081افزودن •
Kمیکرولیتر پروتئیناز 02افزودن •
دقیقه51درجه به مدت 65قرار دادن در آون •
BBمیکرولیتر بافر 002افزودن •
دقیقه تا حصول رنگ شفاف01درجه به مدت 06قرار دادن در آون •
میکرولیتر اتانول مطلق001افزودن •
اتصالکروتیوپ های حاوی ستون های انتقال نمونه ها به می•
.کردیمسانتریفوژ 0008دقیقه با دور 1به مدت میکروفبوژ ستون ها را در •
لی میلی لیتری جدید منتقل کرده و تیوب قب2ستون ها را یکی یکی و با دقت به تیوب های •
.را دور میریزیم) حاوی محلول زیر ستون(
میکرولیتر005به میزان 1افزودن بافر شستشوی •
کنیمدقیقه سانتریفوژ می1به مدت 0008 )mpr(ها را پس از اولین شستشو در دورستون•
.کنیممیکرولیتر را به ستون اضافه می005به میزان 2بافر شستشوی شماره •
-میدقیقه سانتریفوژ 1به مدت 00041 )mpr(بار در دور3ها را پس از دومین شستشو ستون•
کنیم
میلی لیتری جدید منتقل کرده و تیوب 2مجددأ ستون ها را یکی یکی و با دقت به تیوب های •
.را دور میریزیم) حاوی محلول زیر ستون(قبلی 
دقیقه در دمای اتاق قرار 5و . ریزیممیکرولیتر بافر رها سازی را داخل ستون می001به میزان •
.شوددهیم تا بافر کاملأ جذب ستون میمی
.کنیمدقیقه سانتریفوژ می1به مدت 00031 )mpr(ها را در دورستون•
.باشدمی)AND(ستون ها را دور ریخته و محلول زیر ستون حاوی •
 ANDکمیارزیابی 
ین و براي بررسی اولیه کمیت و کیفیت و میزان آلودگی آن به پروتﺌANDپس از استخراج •
ا ب. کنیممیبیوفتومتر استفاده نانومتر از دستگاه 082و 062هاي کربوهیدرا  در طول موج
.شدمخصوص میزان جذب نور اندازه گیري چشمی به صفحه ANDمیکرولیتر محلول 2تزريق 
دستگاه بیوفتومتر
طراحی پرایمر
7H:751Oاز باکتري اشرشیاکلی EAEژنو ANRrS61، ژن ANDدر اين مطالعه  توالی •
هدف و ژن مرجع ژن به عنوان به ترتیب ) )352430FA REBMUN NOISSECCA((
با نرم vog.HIN.MLN.IBCN.wwwانتخاب شدند ، سپس با اخذ توالى ژن ها از سايت ، 
)  )ASU ,AC ,YTIC 2.11Pافزار 
براى ژن هاى مورد مطالعه پرايمرهاى اختصاصى طراحى می  0.3.REV ERPXE REMIRP
. گردد
پرایمرسکانسmTwM
drawroF´3 - CCAAGGAAACTGCCACGCTACT -´57.263.3766
esreveR´3 - AACGGGCTTGCACCGCTATTAAAGTG -´55.861.5997

 یارب مزلا تازیهجت و داومPCR
• رمیارپFORWARD وREVERSEشنکاو یارب هدش یحارط
•dd H2O
•TEMPLATE (DNA هنومن)
•REACTION MIX PCR تیک رد هدامآ تروص هبPCR ، تکرش زاBIONEER 
 یرادیرختسا هدش.
Reaction sizeReady To Use Tube Of Master Mix
10mMolPCR Buffer pH 9.0
1 UTaq DNA Polymerase
1.5 mMMgCl2
30 mMKCl
250 µMdNTPs (dATP , dCTP , dGTP , dTTP)
،  Rپرايمر LΜ1، Fپرايمر ΜL1: به اين ترتیب . . میکرولیتر است02حجم نهايی واکنش 
سپس . کنیمآماده در میکروتیوب اضافه می XIM NOITCAERآب مقطر استريل را به LΜ 71
. کنیماضافه می XIM NOITCAERرا به ETALPMET ANDاز LΜ1
استخراج ANDتیوپ حاوي مسترمیکس و  RCPتیوپ حاوي مواد مورد نیاز 
شده







EATبافر مواد مورد نیاز براي 
:مواد تشکیل دهنده)گرم(وزن 
= M ; 3ON11H4C( sirT242
)41/121
)M 5/0 ( ATDE81
dicA citecA75/1
مواد و تجهیزات مورد مورد نیاز برای الکتروفورز




برقراری جریان الکتریکی در تانک الکتروفورزجهت 
دستکش•
سمپلر و سر سمپلر•
دستگاه عکسبرداري•
RCP emiT -laeR
استفاده  شده آمريکا ساخت کشور NEGAIQدستگاه0006مدل روتوژن در اين مطالعه از •
. تاس
در مرحله اول ANDشدن و فعال .گرمايى دستگاه در سه مرحله انجام می شود-برنامه زمانى•
درجه سانتی گراد 59که منجر به دناتوره شدن مولکول هاى آنزيم پلیمراز مى گردد، به صور 
درجه سانتی گراد 46ثانیه و 02درجه سانتی گراد به مد  59دقیقه؛ مرحله دوم 01به مد 
.می شودانجام سیکل متوالى 04ثانیه براى 02به مد  
 زاین دروم داومREAL TIME PCR
•REACTION MIX PCR تیک رد هدامآ تروص هبPCR ،




• نازیم رد هدافتسا دروم داوم ریز لودجتسا هدمآ.
TotalPrimer RPrimer FTemplateddH2OMaster MixReaction
101113µl5µlSize
RCP EMIT-LAERآنالیز آماري دو روش کشت و 
NAMTLA-DNALBروش5ورژن DAP SSARGاين آنالیز با استفاده از برنامه •
.انجام شد
يافته ها










فصول گرم 05 3545/2± 45/0 74/4 00/0 %3/33 % 3/33
فصول سرد 05 7808/2±43/0 45/4 00/0 % 3/33 %3/33
استخراج شده و نسبت جذب نور در ANDکمیارزيابی 
082و 062طول موجهاي 
هانمونه lm/gµ 082:062 032:062
یله بناب 9/41 93/1 85/0
عشاير 8/9 37/1 60/1
کوهساران 2/3 31/2 49/0
پگاه 5/05 90/1 -
سهند تبريزدامنه 2/111 47/1 53/1
اوغلیگل 2/72 91/1 -
گلدم 1/81 83/1 52/0
لرسوتچی 8/16 16/1 -
دردانه 0/92 01/1 -
الکتروفورز تصویر 
جیره تصوير الکتروفورز محصوی  واکنش زن•
اي پلیمراز 
مورد استفاده با  REDDALيا مارکر •
PB 001اندازه 
RCP emiT-laeRنتايج شمارش 
TCمنحنی •
.فوق رسم شده استنور فلورسانت ساطع شده از هر نمونه در برابر تعداد چرخه ها در شکل•
.مربوط به هر نمونه را نشان می دهدTCبا نور آزاد شده DLOHSERHTتقاطع خط •
منحنی استاندارد
را نشان Xاولیه را در محور ANDو میزان Yدر محور TCمنحنی استاندارد که •
. میدهند
لمع دروم رد  اعلاطا هئارا يارب یگتسبمه بيرض ،أدبم زا ضرع ،طخ بیش درک
تسا هدمآ قوف لودج رد  شنکاو.
Threshold 0.0702
Standard Curve (1) conc= 10^(-0.335*CT + 11.093)
Standard Curve (2) CT = -2.984*log(conc) + 33.097














46 0 27/72 یله بناب 1A
0492 0311 57/22 عشاير 2A
9164 0 61/22 عشاير 3C
5882 0031 77/22 دردانه 2C
25 05 89/72 dradnatS
455 006 19/42 dradnatS
2225 0005 0/22 dradnatS
596 0 78/22 سوتچی لر 1C
4083 0002 14/22 2سوتچی لر 9B
8422 0001 01/32 پگاه 2B
1707 0007 16/12 گلدم 7B
5445 0 59/12 اوغلیگل 6B
7022 0012 21/32 سارانهکو 4B
0122 0002 21/32 عشاير 3B
RCP EMIT-LAERآنالیز آماري دو روش کشت و 
ده تفاوت بین میانگین ها در دو روش استفا(SAIBتوجه به مقدار بالای با •
نمی توان گفت 2679الی -66801و نیز دامنه توافق بسیار بزرگ از ) شده
.دهندگیری نتایج مشابهی بدست میکه دو روش اندازه








ا در مواد هوارگانیسممطالعه حاضر، برآن شديم از روش نوين، سريع، و دقیق در شناسايی میکردر •
. هاي سنتی استفاده کنیمغذايی به عنوان جايگزين روش
naMqaTتوسط پرايمر و پ روب و ب ا روش 61ANRr Sبا هدف قرار دادن يک توالی از ژن •
هر سطح ش شده در تولید و عرضه ، بار میکروبی شیرهاي پاستوريزه 0006توسط دستگاه روتوژن 
. گیري شدتبريز اندازه 
وم ب ر هاي سنتی، يکبار هم از روش کش ت مرس منظور بررسی و تطبیق نتايج حاصل با روشبه •
. ه شداساس استاندارد ملی ايران نیز براي اندازه گیري بار میکروبی استفاد
ه اي ش یر درص د از نمون ه % 3/33پاستوريزه نمونه شیر 001اساس نتايج حاصل از کشت، از بر •
مین ه ب ه مق ادير بیش ینه و ک . پاستوريزه داراي بار میکروبی بیش از حد مجاز استاندارد ايران بود
. بود0و 00001 )lm/ufc(ترتیب،
انج ام ش د و می زان آل ودگی میکروب ی ش یرهاي 1931مطالعه مشابهی که در بوشهر در س ال •
02ش مارش ک ل باکتريه ا در نمونه 891در مطالعه اي در يزد از ، گزارش شده% 53پاستوريزه 
در اين مطالعه ه ی  م ورد آل ودگی ب ه اشريش یاکلی . بیش از حد مجاز بوده است% 1/01نمونه 
. استگزارش نشده 
-وارگانیس م میکرمطالعا  مشابه ديگري در خصوص آلودگی شیر پاستوريزه بخصوص آلودگی به•
و % 1/21اشريشیاکلیدر مشهد میزان آلودگی به . هاي شاخص مثل اشريشیاکلی انجام شده است
.استاز نمونه هاي شیر پاستوريزه مربوط به فصول گرم، گزارش شده % 3/4در تهران نیز 
زاسیون و حاضر حاکی از اهمیت بایي پاستوريشمارش کشت میکروبی مطالعه ارائه شده در نتايج •
ب ین حرارتی و ازهمچنین مناسب بودن بسته بندي و حفظ زنجیره سرما به منظور اعمال شوک
در س طح دهد کیفیت شیر پاستوريزه ارائ ه ش ده و نشان می. باشدهاي بیماريزا میبردن میکروب
. قرار داردمطلوب شهر تبريز از نظر بهداشت در سطح 
0ها مانند گ ل اوغل ی، نت ايج ب ا روش کش ت از نمونهبرخی RCPqدر نتايج شمارش حاصل از •
و )lm/ufc(0و نمونه شیر پگاه به ترتی ب )lm/seipoc(5445RCPqو با روش )lm/ufc(
.شمارش شده است )lm/seipoc(1223
-DNALBو کش ت ب ا اس تفاده روش RCP EMIT LAERب ا تطبی ق نت ايج حاص ل از •
.مشاهده شدکه اختلاف میانگین نتايج دو روش بایستTOLP NAMTLA
، مش اهده TOLP NAMTLA -DNALBو نموداره اي حاص ل از RCPqبا بررسی نتايج •
رتري اين همگن بودن نتايج از ب. متمرکزتر بوده و کمتر پراکنده استRCPqشد که نتايج روش 
است که اين موضوع در صنايع غذايی که حجم تولی د بایس ت RCPqهاي آزمايش خاص مثل 
.بسیار حائز اهمیت است
زه ارزيابی میزان آلودگی شیرهاي غیر پاستوريبا 5002در سال همکاران و NIEHاي، در مطالعه•
و روش کش ت مش اهده RCP EMIT-LAERبه استافیلوکوکوس اورئوس با استفاده از روش 
مثبت اس ت و ب ر اس اس ض ريب کاپ ا، تط ابق ، RCPqاز نمونه ها در روش % 1/91کردند که 
.استضعیفی بین نمونه ها برقرار 
ش د، ب ه منظ ور ش مارش انج ام 0102در سال و همکاران LEKRAMمطالعه اي توسط در •
هاي لبنی و همچنین تشخیص گون ه ه اي فرص ت طل ب بیم اريزا مخمره ا از مخمر در فرآورده
مرتبه بیشتر از روش 01بر اساس آن تعداد سلولهاي شمارش شده . شداستفاده RCPqتکنیک 
ک ه . و همکاران آمده اس ت ZENITRAMمشابه چنین نتايجی در مطالعه . شدکشت شمارش 
در شمارش سلولهاي زتده و غیر قابل کشت و ع دم ش مارش آن RCPQدلیل آن توانايی بایي 
. هاي مبتنی بر کشت ذکر شده استتوسط روش
ب ه دلی ل -1: توضیح اين اختلاف و عدم توافق نتايج دو روش دیي ل مختلف ی وج ود دارد براي •
هاي زنده اي که قابلیت رش د در سلول-2مرده و زنده هاي سلولتوانايی اين تکنیک در شمارش 
هر کلنی شمارش -3. شناسايی و شمارش شده اندRCPqهاي کشت را ندارند اما توسط محیط
انگر اهمیت بیو میتواند باشدشده در روش کشت ممکن است در نتیجه تولید بیش از يک سلول 
-یکروارگانیس م ها از بین رفته اند و آنچه باقی مانده مکه میکروارگانیسمباشد پاستوريزاسیون نیز 
.اندشمارش شده RCPqهاي مرده هستند که آن هم در روش 
نتیجه گیري
، به عنوان يک روش کاربردي و دقی ق میتوان د ب راي بررس ی و RCP EMIT LAERتکنیک •
تايج شمارش اگرچه اين نتايج نسبت به ن. شمارش میکروارگانیسم هاي شیر پاستوريزه به کار رود
ز از ع دم رش د برخ ی ا با روش کشت داراي میزان بایتري است، اما اين اختلاف میتوان د ناش ی 
RCPQس لولهاي م رده ب ا روش ANDمیکروارگانیسم ها در محیط کشت و شمارش و تکثیر 
 LM/UFC(زه توانايی شمارش کمترين حد از میکروارگانیسم ها در نمونه شیر پاس توري . باشد 
.، خود نشان دهنده حساسیت بایي اين تکنیک می باشد)55
پیشنهادا 
ANDبراي اطمینان از خلوص هر چه بایتر ANDاستفاده از روشهاي مختلف جهت استخراج •
استخراج شده
ب راي ش مارش و RCP EMIT LAER NAM QATبک ارگیري و اس تفاده از تکنی ک •
واد ه ه اي لبن ی و م شناسايی میکروارگانیسم هاي بیماريزا و عامل مس مومیت در س اير ف راورد 
غذايی
براي شناسايی باکتري هاي پاتوژن بیماريزادRCP EMIT LAERاستفاده از تکنیک •
RCPqه اي زن ده و م رده در روش به منظور حل مشکلا  مربوط به شمارش میکروارگانیس م •
ش  ود در مطالع  ا  بع  دي از رن  گ پروپی ديوم يدي  د اس تفاده ش  ود ت  ا بتوان  د پیش نهاد م  ی
.هاي زنده شمارش شودمیکروارگانیسم
